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The invention concerns a recombinant live vaccine comprising a viral vector incorporating and expressing in vivo a heterologous 
nucleotide sequence, preferably a patfiogenic agent gene, and at least a adjuvant compound selected among the acrylic or meOiaciylic 
polymers and the maleic anhydride and alkenyl derivative copolymers. It concerns in particular an aaylic and mettmciylic acid 
polymer cross-linked with a sugar or polyalcohol polyalkenyl ether (caibomer), in particular crosslinked with a saccharose allyl or with 
allylpentaerythritol. It can also be a maleic anhydride and crosslinked ethylene cc^lymer. for example divinyledier. 
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Le vaccin vivant recombinant comprend un vecteur viral incorporant et cxprimant in vivo une s6quence nucl6otidique h£t£rologue. de 
pr6f6rence un g6ne d'un agent pathogfcne, et au moins un compost adjuvant choisi pamii les polymferes aciylique ou mdthaaylique ct lcs 
copolymferes d'anhydride mal6ique et de d6riv6 alc^nyle. W s'agit notament d'un polym&re de Tacide acrylique ou m6diaaylique raicul6 par 
un athcr polyalc6iylique de sucrc ou de polyalcool (carbomfcrc), en paiticulier r£ticul6 par un allyl saccharose ou par de rallyIpenta6iythritol. 
n pent aussi s*agir d*un copolymte d'anhydride mal^ique et d'^ylfene r6ticul6. par exemple par du divinyl6dier. 



UNIQUEMENTA TITRE D'lNFORMATION 



Codes utilises pour tdoitifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couvertuie des bn)chiiies publiant des demandes 
intemationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanie 


ES 


Espagne 


LS 


Lesotho 


SI 


Slov6itie 


AM 


Afiii6iie 


FI 


Rnlande 


LT 


Lttuanie 


SK 


Sknnujnie 


AT 


Autriche 


PR 


RuDce 


LU 


Luxembouig 


SN 




AU 


Australie 


GA 


Gabon 


LV 


Lenonie 


sz 


Swaziland. 


AZ 


Azertxddjan 


GB 


Royaonie-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosnic-Hcizdgaviiie 


GB 


Gfoigic 


MD 


R6pub]ique de MdUova 


TG 


Togo 


BB 


Basbade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgiqne 


GN 


Guinde 


MK 


Bx-R6piiblique yoogosbve 


TM 


Ttiikm6iiscan 


BP 


Buikfaia fHso 


GR 


C3rtce 




de Macddoine 


TR 


'huquie 


BG 


Bulgarie 


HU 


Hongrie 


ML 


Mali 


TT 




BJ 


Btem 


IE 


MlIKfe 


MN 


Mongolie 


UA 


Ukndne 


BR 


Bi^il 


IL 


bntSI 


MR 


Mauritanie 


UG 


Ouganda 


BY 


Bdianis 


IS 


blande 


MW 


Malawi 


US 


Etats-Unis d'Am^ique 


CA 


Canada 


IT 


Ttalie 


MX 


Mexique 


UZ 


Oazb6kistan 


CP 


R6publiqne cemnfricaine 


JP 


Japoii 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Has 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Kiighizistan 


NO 


Norvfege 


ZW 


Zimbabwe 


a 


COte d'lvonc 


KP 


R^publiqiic pofmlaire 


NZ 


Nouvelfe-Zdlande 






CM 


Caineionn 




d^mocnttique de Carfe 


PL 


Polognc 






CN 


Chine 


KR 


R^publique de Carte 


PT 


Portugal 
Roumante 






CU 


Cdba 


KZ 


Kazakstan 


RO 






CZ 


RCpnbliqtie tdiftque 


LC 


Sainte-IjDcie 


RU 


rodfratiop de Russie 






DB 


Alleniagne 


U 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Dancmark 


LK 


Sri Lanka 


SB 


SuUe 






EE 


Estonie 


LR 


Ub^a 


SG 


Snigapouf 







wo 99/44633 



PCT/FR99/00453 



"Vaccins vivants recombines et adjuves". 

La presente invention conceme un perfeclionnement aux vaccins vivants 
recombinants integrant et exprimant in vivo un ou plusieurs genes heterologues. Elle 
a trait en particulier a de tels vaccins adjuves, a I'utilisation de composes adjuvants 
particuliers pour la mise en oeuvre de tels vaccins ainsi qu'aux methodes de 
S vaccination y relatives. Eile a encore pour objet un procedd de preparation de ces 
vaccins. 

II est classique d'incorporer aux vaccins inactives ou de sous-unites des 
adjuvants destines a accroitre la reponse immunitaire vis-a-vis des antigenes que 
comprennent ces vaccins. 

10 On a aussi pense incorporer des adjuvants aux vaccins vivants attenues lorsque 

Tattenuation de microorganismes a conduit a una diminution de la reponse immunitaire. 

Recemment il a aussi ete propose des vaccinations combinees contre plusieurs 
pathogenes a Taide d'un vaccin inactive pour une valence et d'un vaccin vivant attenue 
pour I'autre valence. On a ainsi propose de reprendre le vaccin vivant attenue. 

IS consen^e sous fomne lyophilisee, dans la composition de vaccin inactive adjuve. Celle- 
ci joue le role de vehicule de reprise pour le vaccin vivant, sans qu'aucun effet 
adjuvant ne soit recherche pour ce dernier. 

EP-A-532 833 propose un vaccin contre la rhinopneumonie du cheval, 
pathologie provoquee par I'herpesvirus equin (EHV). Le vaccin est un vacdn inactive . 

20 et adjuve, regroupant virus EHV-1 et virus EHV-4 inactives, adjuves par i'adjuvant 
Havlogen®, d base de polymere polyacrylique. 

Comme pour la plupart des herpdsvirus, il n'existe actuellement aucun vaccin 
efficace permettant Telimination rapide du virus apres rinfection. Les vaccins connus 
tentent de proteger contre Tapparition des signes diniques. En general, I'effet sur 

25 I'excretion virale reste limite. 

Selon EP-A-632 833. le vaccin developpe conduirait a une chute de Texcretion 
virale allant de 79 a 93 % (voir partie resultats). Huit animaux temoins sur neuf ont 
excrete du virus apres epreuve sur une moyenne de 1 .4 jours alors que la duree 
d'excretion normale apres epreuve est habituellement superieure ou egale a 5 jours. 

30 Cela traduit une epreuve de faible intensite qui majore arttficiellement la protection des 
chevaux vaccines par rapport aux temoins. La baisse de l excretion virale n'est done 
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pas significative dans cette experience. 

Des adjuvants de type carbomere (carbomer) ont aussi ete utilises dans des 
vaccins influenza equtns (lEV) a viais inactive. 

Mumford et al. (Epidemiol. Infect. (1994). 112. 421-437) rappellent qu'il faut 
deux doses de vaccin lEV equin pour induire chez le cheval une reponse humorale 
transitoire et une faible protection contre le virus. Les auteurs comparent les effets 
adjuvants du carbomdre et du phosphate d'aluminium sur des vaccins inactives en 
presence ou non d'anatoxine tetanique. Dans tous les cas, un faible titre en anticorps 
mesure par la technique SRH (single radial haemolysis) vis-a-vis des souches H7N7 
et H3N8 est obtenu apres une premiere vaccination et il faut attendre une deuxieme. 
puis une troisieme vaccination pour voir apparaitre des reponses transitoires plus 
fortes. 

US-A-4 500 513 presente aussi des essais de vaccination contre le virus 
influenza equin avec un vaccin inactive en presence d'un carbomere. Uorigine des 
animaux et leur statut medical n'est pas indique avec precision et il semble qu1l 
s'agisse d'animaux du terrain (colonne 11. 2eme paragraphe). Les titres eleves en 
anticorps, mesures par une technique d'inhibition de Themagglutination, indiquent que 
les animaux avaient probablement deja ete infectes par influenza et que la reponse 
induite apres vaccination etait de type rappel. et non pas de primo-vacdnation. 

Enfin, Fort Dodge Solvay commercialise des vaccins influenza equin inactive 
(Duvaxyn® IE et lE-T plus) et un vaccin rhinopneumonie equine inactive (Duvaxyn® 
EHV14), en adjuvant cart)omere. 

On connaTt aussi des vaccins inactivis commerciaux contre Tinfluenza equin, 
adjuves par Phydroxyde rfalumine (par example Tetagripiffa®, Merial, Lyon, France). 

Un grand nombre d'autres adjuvants sont utilises dans le cadre des vaccins 
dassiques inactives ou de sous-unites. On peut dter par exemple hydroxyde d'alumine, 
phosphate rfalumine. Avridine®, DDA. monophosphoryl lipid A, Pluronic LI 21 et autres 
polymeres-biocs. muramyl peptides, saponines, trehalose dimycolate, copolymeres 
d'anhydride maleique et d'ethylene, copolymeres de styrene et d'adde acrylique ou 
methacrylique, polyphosphazene. emulsions huileuses. etc. 

WO-A-94 16681 suggere rfadjuver un vaccin vivant recombinant exprimant un 
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gene heterologue d'un virus enveloppe par una composition vaccinate sous forme 
d'emulsion eau-dans-l'huile, huile-dans-l'eau ou eau-dans-rhuile-dans Teaa 

Une telte solution peut cependant presenter un certain nombre d'inconvenients. 

En pratique, rutilisateur final doit disposer d'une part de prindpe aclif lyophilise 
et d'autre part d'une emulsion deja constitute, qui doit penmettre de reprendre le 
principe actif lyophilisd. 

Un manque de stabitite de Temulsion au cours du stockage poun^it etre 
prejudiciable a I'efficacite et d I'innocuite du vaccin reconstitue. 

Uactivite des microorganismes vivants att6nues peut §tre remise en cause ^ la 
suite de leur instabilite dans la phase huileuse. Cela peut notamment etre le cas pour 
les virus qui peuvent alors perdre leur viabilite. 

Les vacdns en emulsion peuvent aussi poser des problemes d'innocuite au site 
d'injection. 

La presents invention s'est done donnee pour objecti-' de proposer de nouvelles 
compositions vaccinates d base de vaccin vivant recombinant exprimant au moins une 
sequence nucleotidique heterologue, notamment gene heterologue, comportant un 
adjuvant qui soit capable d'accroitre de fa?on remarquable I'immunite conferee par 
rapport au meme vaccin non adjuve et qui soit parfeitement adapte a ce type de vaccin. 

La deposante a trouve que les composts de la ciasse des carbomeres etaient 
en mesure d'adjuver dans les conditions requises ce type de vaccin et cela dans des 
proportions inattendues. Des essais menes sur les herpesvirus animaux (EHV-1, 
Equine Herpes Vims) ont montre que Papport du carbomfere pemnettait de diminuer 
Texcretion virale lors d'une infection experimentale, dans des proportions inattendues. 
D'autres essais menes sur le virus Influenza A equin ont pennis d'obtenir de maniere 
surprenante, chez le cheval, des titres serologiques precoces et tres eleves, superieurs 
k ceux obtenus avec les meilleurs vaccins commerciaux. 

La presente invention a done pour objet un vaccin vivant recombinant 
comprenant un vecteur viral incorporant et exprimant in vivo une sequence 
nucleotidique heterologue, de preference un gene d'un agent pathogene, et au moins 
un compose adjuvant choisi parmi les polymeres de Tacide acrylique ou methacrylique 
et les copolymeres d'anhydride maleique et de derive alcenyle. 
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Les composes preferes sort les polymeres de I'adde acrylique ou m6thacrylique 
reticules, notamment par des ethers polyalcenyiiques de sucres ou de polyalcools. Ces 
composes sont connus sous le terme cartxjmire (Phstfmeuropa vol. 8, n* 2, juin 1996). 
L'homme de I'art peut aussi se r§ferer i U&A-2 909 462 (incorpore par reference) 
d^crivant de tels polymdres acryliques r§tlcul6s par un compos6 polyhydroxyte ayant 
au moins 3 groupes hydroxyle. de preference pas plus de 8. les atomes d'hydrog§ne 
d'au moins trois hydroxyles 6tart remplac6s par des radicaux aliphatiques insatur§s 
ayart au moins 2 atomes de cartwne. Les radicaux pr6f6r§s sont ceux contenant de 
2^4 atomes de carlx)ne, e.g. vinyles, allyles et autres groupes ethyleniquement 
insatures. Les radicaux Insatures peuvert eux-memes contenir d'autres substituants, 
tel que methyl. Les produits vendus sous la denomination Cart)opol® (BF Goodrich. 
Ohio, USA) sont particulierement appropries. lis sont reticules par un aliyi saccharose 
ou par de Tallylpentaerythritol. Parmi eux, on peut citer les Carbopol® 974P, 934P et 
971 P. 

Parmi les copolymeres d'anhydride maleique et de derive alcenyle, on pr§fere 
les EMA® (Monsanto) qui sont des copolymdres d'anhydride maleique et d'ethylene, 
linealres ou reticules, par exemple reticules par du divinylether. On peut se referer d 
J. Fields et al.. Nature, 186 : 778-780, 4 juin 1960. incorpore par reference. 

Sur le plan de leur structure, les polymeres d'adde acrylique ou methacrylique 
et les EMA® sont formes de preference de motifs de base de formule suivante : 

C (CHj), C-(CH,), 

COOH COOH 
dans laquelle : 

- R, et R2, identiques ou dlfP§rents, representent H ou CH3 

- x = 0 ou 1 , de preference x = 1 

- y = 1 ou 2, avec x + y = 2 

Pour les EMA®. x = 0 et y = 2. Pour les carbomeres. x = y = 1 . 
La dissolution de ces polymeres dans I'eau conduit a une solution acide qui sera 
neutralisee, de preference jusqu'a pH physiologique. pour donner la solution adjuvante 
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dans laquelle le vaccin proprement dit sera incorpore. Les groupes carboxyliques du 
polymere sont alors en partie sous fonme COO'. 

De maniere pr6feree, on realise une solution d'adjuvant selon Tinvention, 
notamment de carbomere, dans de I'eau distill^e, de pr6f6rence en presence de 
chiomre de sodium, la solution obtenue 6tant d pH aclde. On dilue cette solution m§re 
en I'ajoutant dans la quantite ndcessaire (pour I'obtention de la concentration finale 
souhaitie). ou une partie importante de celle^a, d^eau chargte en NaCI. de prdterence 
eau physiologique (NaCI 9 g/l), en une ou plusieurs fois avec neutralisation 
concomitante ou subsequente (pH 7.3 a 7,4). de preference par NaOH. Cette solution 
a pH physiologique sera utilisee telle quelle pour reprendre le vaccin, notamment 
conserve sous forme lyophilisee. 

La concentration en polymdre dans la composition vaccinate finale sera de 0,01 
% ^ 2 % PN, plus particulidrement de 0,06 h 1 % P/V, de preference de 0.1 ^ 0,6 % 
PA/. 

L' Invention se revele particulierement utile pour la vacdnation centre les 
herpesvirus animaux. L'invention vise tout particulierement les herpesvirus equin (EHV- 
1 et EHV-4 notamment), felln (FHV). canin (CHV), aviaire (Marek et ILTV). bovin (BHV), 
porcin (PRV = virus de la maladie d'AuJeszky ou virus de la pseudo-rage). 

L'invention a done pour objet des vaccins vivants recombinants comprenant au 
moins un vecteur viral Incorporant et exprimant au moins un gene d'un tel herpesvirus, 
et au moins un adjuvant conforme d l'invention. 

A titre d'exernple. I'homme de I'art peut se reporter e WO^-92 15672 (incorpore 
par reference), qui decrit la realisation de vecteurs d'expression e base de poxvirus 
capables d'exprimer de tels genes. On y trouvera par exemple un canarypox exprimant 
les genes gB. gC et gD de EHV-1 (vCP132). ce qui est applicable aussi a EHV-4. un 
virus de la vaccine exprimant ces memes genes (vP 1043), un vims de la vaccine 
exprimant les genes gl(gB). glll(gC), glV(gD) de BHV-1, un canarypox exprimant gD 
de FHV-1, ou encore des recombinants exprimant les genes gll (gB), gill (gC), gp50 
(gD) de PRV. II peut aussi se reporter a WOrA-95/26 751 (incorpore par reference), qui 
decrit des virus recombinants vCP320, vCP322 et vCP294 exprimant les genes gB. gC. 
gD. respectivement. de CHV. II peut aussi se reporter aux recombinants exprimant des 
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genes de FHV. PRV. BHV dans FR-A-2 647 808 ou WO90/12882 (incorpores pa- 
reference). 

L'invention se rev§le aussi particulierement interessante pour la vaccination 
centre les vinjs Influenza, comme on le demontre id pour ElV (virus influenza equin ou 
vims de la grippe equine). On peut aussi citer la grippe aviaire (AlV). la grippe porcine 
(Swine influenza virus). 

A titre d'exemple, I'homme de I'art peut se reporter au canarypox recombinant 
exprimant le gene HA d'EIV dans WO-A-92 15 672. 

Uinv«Ttion a done pour objet des vacdns vivants recombinants comprenant au 
moins un vecteur viral incorporant et exprimant au moins un gdne d'un tel virus 
influenza, et au moins un adjuvant conforme d l'invention. Notamment. le vaccin 
comprend un melange de deux ou trois vecteurs incorporant et exprimant chacun un 
gene HA les genes provenant de souches differentes, par exempie des souches 
influenza equin (grippe equine) Prague. Kentucky et N6wm3ri<et. Dans le meme ordre 
d'idee, un seul vecteur peut etre utilise pour incorporer et exprimer les HA de 2 ou des 
3 souches. 

L'invention s'applique aussi ^ d'autres pathogenes animaux. tels que notamment 
FeLV (voir aussi recombinants canarypox dans WO-A-92 15672 a titre d'exemple, 
exprimant env. gag = vCP93 et vCP97), le t6tanos (voir aussi WO-A-92 15 672 et les 
recombinants vCP161 et vP1075, canarypox et vaccine, expimant la toxine tetanique), 
virus de ia maladie de Carre (canine distemper virus ou CDV) (voir recombinant vCP 
258 dans WO^-95 27780, incorpor§ par r6f(§rence). 

L'invention a done pour objet des vacdns vivants recombinants comprenant au 
moins un vecteur viral incorporant et exprimant au moins un g§ne d'un tel virus. 

L'invention a aussi pour objet des vacdns recombinants multi-valents, e'est-a- 
dire contenant deux ou plusieurs vecteurs recombinants exprimant des antigenes de 
deux ou plusiei^ maladies, en melange dans une solution adjuvante confomie a 
l'invention. 

Au demeurant, l'invention s'applique a I'utilisation da tout type de vecteur viral 
d'expression, tel que poxvirus (virus de la vacdne. y compris NYVAC selon WO-A- 
92/15672. fowlpox, canarypox. pigeonpox. swinepox, etc.). adenovirus, herpesvirus. Le 
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canarypox. e.g. ALVAC (WO-A-95/27780 et WO-A-92/15672), se revdie 
particulierement approprie dans le cadre de la presente invention. 

Dans le vaccin pr§t-d-remploi, notamment reconstitue, le vecteur viral est 
present dans les quantites habituellement utilisees et decrites dans la litterature. 

Les vaccins vivants recombinants se presentent en general sous une fonne 
lyophilisee permettant leur conservation et sont repris extemporanement dans un 
solvent ou excipient, qui sera ici la solution d'adjuvant conforme S Tinvention. 

invention a done aussi pour objet un ensemble de vacdnation comprenant. 
conditionnes separement, du vaccin lyophilise et une solution du compose adjuvant 
selon rinvention pour la reprise du vaccin lyophilise. 

L'invention a aussi pour objet une methods de vaccination consistant a 
administrer par voie parenterals, de preference sous-<:utanee. intramusculaire. 
intrademiique, ou par voie mucosale, un vaccin conforme a l'invention. a raison d'une 
ou plusieurs administrations, eveniuellement avec une etape prealable de reprise du 
vaccin lyophilise (le vecteur recombinant) dans une solution de compose adjuvant. 

Un objectif d'une telle methods peut Stre de proteger les animaux sur le plan 
clinique et de diminuer Texcretion virale, ce qui conrespond surtout au cas des 
herpesvirus. 

Un autre objectif peut §tre d'accroTtre la reponse immunitaire et de la rendre 
plus precoce, notamment par induction d'anticorps des la oremiere administration, 

L'invention a encore pour objet Tutilisation des composes adjuvants conformes 
a rinvention pour'la realisation de vacdns vivants recombinants, notamment conferant 
une reponse immunitaire amelioree et plus precoce et'ou une baisse accrue de 
Texcretion virale. On se referera a ce qui a §t6 dit plus haut. 

L'invention va etre maintenant decrite plus en details, a Taide de modes de 
realisation pris a titre d'exempiss non limitatifs st ss rsfsrant au dsssin dans Isqusi: 

- la figurs 1 repr§sente la sequence nucleotidique du gene ElV HA de la souche ElV 
Newmarket 2/93 ; 

- la figure 2 represente la sequence nucleotidique du gene FHV-1 gC ; 

- la figure 3 represente un graphe montrant revolution de I'excretion virale apres 
infection experimentale chez des chevaux vaccines a I'aide de differents vaccins contre 
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rherpesvirus equin 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Generation des plasmides donneurs pour les sites d'insertion 
C3, C5 et C6 dans ie virus canarypox "ALVAC" 

Les plasmides donneurs pour les differents sites d'insertion dans Ie virus 
canaiypox •ALVAC'(Tartaglia et al. Virology. 1992. 183. 217-232 incorpore par 
reference), sont decrits dans la demande WO-A-95C7780, exemple 20. 

Ces plasmides ont ete designes dans cette demande de la facon suivante : 
'plasmide VQH6CP3LSA.2" pour Ie site "C3" 
"plasmide HC5LSP28" pour Ie site "C5" 
"plasmide pC6L" pour Ie site "C6". 

Exemple 2 : G6n6ration du virus recombine vCP258 (ALVAC/CDV HA+F) 

La souche Onderstepoort du virus CDV a ete utilises pour isoler les genes HA 
et F. (Sequence du gene HA decrite par Cun-an etaL Virology. 1991. 72. 443-447, et 
sequence du gene F decrite par Banrett et al. Vims Research. 1987. 8. 373-386. 
incorpores par reference). 

La construction du plasmide donneur pMM103 pour I'insertion des cassettes 
d-expression promoteur vaccine H6- gdne CDV F et promoteur vaccine H8-gdne CDV 
HA dans Ie locus C6 du virus ALVAC est d6crite dans Texemple 19 de la demande 
WO-A-95/27780. 

Ce plasmide a ete utilise comme plasmide donneur pour la recombinaison in 
vitro (Picdni et al. Methods in Enzymology. 1987. 153. 545-563, incorpore par 
r6ference) avec ie virus ALVAC pour generer Ie virus recombine d^signe vCP258 
comme k I'exemple 19 de la susdite demande. 

Exemple 3 : Generation du virus recombine \'CP1502 (ALVAC/EIV HA 
Prague) 

La sequence du gene HA (souche EIV Prague) est presentee a la figure N» 23 
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de la demande WO-A-92/15672. L'ARN viral du genome dj virus de la grippe Equina 
souche Prague 56 a ete extrait a partir de 100 pi d'une suspension virale de ce virus 
avec le kit d'extraction "Total RNA Separator kif de CLONTECH (Palo Alto, 
CA)(Cat#K1 042-1). Le culot d'ARN a ete repris dans 10 pi d'eau ultrapure et une 
reaction de synthese d'ADN complementaire, suivie d'une amplification PGR (= 
reaction "RT-PCR") a ete realisee en prenant comma matrice 2 pi d'ARN viral purifie 
et les oligonucleotides suivants : 
TAY51A (SEQ ID N»1) (70 mer) 

5'CGCGGCCATCGCGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGAACACTCAAATTCT 
AATATTAGCCAC7TCGG 3' 

et TAY53A (SEQ ID N»2) (36 mer) 

5' CGCGCGGCGGTACCTTATATACAAATAGTGCACCGC 3' 

pour amplifier le gene ElV HA Prague. Le fragment PGR ainsi obtenu a ete ligature 

dans le vecteur pCRII (InVitrogen, San Diego, GA) pour donner le plasmide pJT007. 

Le plasmide pJT007 a ete digere par Nml et Asp718 pour isoler un firagment 
Nrul-718 d'environ 1800 pb contenant la fin du promoteur H5 et le gene HA Prague 56 
dans sa totalite. Ge fi^gment a ete ligature avec le plasmide donneur C5 HC5LSP28, 
prealablement digere par Nrul et Asp718. pour donner finalement le plasmide pJTOOS. 
Ge plasmide contient la cassette d'expression H6-gene HA Prague 56 dans le locus G5 
du virus ALVAG. La stmcture de ce plasmide a ^e verifiee par sequengage et carte de 
restriction compl&te. 

Ge plasmide est le plasmide donneur pour I'insertion de la cassette d'expression 
H6-g^e HA Prague 56 dans le locus G5. 

Apres linearisation par NotI, le plasmide pJTOOS a et6 utilise comme plasmide 
donneur pour la recombinaison in wtro (Piccini ef a/. Metl-iods in Enzymology. 1987. 
153. 545-563) avec le virus ALVAG pour generer le virus recombine designe vCP1502. 

Example 4 : Generation du virus recombine vCP1529 (ALVAC/EIV HA 
Kentuclcy 1/94) 

L'ARN viral du genome du virus de la grippe equine souche Kentucky 1/94 (Daly 
etal. J. Gen. Virol. 1996. 77. 661-671, incorpore par reference) a ete extrait a partir de 
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100 Ml d'une suspension virale de ce virus avec le kit tf extraction Total RNA Separator 
kif de CLONTECH (Palo AJto, CA)(Cal#K1 042-1). Le culot d^ARN a dtd repris dans 10 
Ml d'eau ultrapure et une reaction RT-PCR a et6 rdalis^e en prenant comma matrice 
2 Ml d'ARN viral purifi6 et les oligonucleotides suivants : 
TAY55A (SEQ ID NTS) (70 mer) 

5'CGCGGCCATCGCGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGAAGACAACCATTAT 
TTTGATACTACTGACCC 3' 

et TAY57A (SEQ ID N'4) (42 mer) 

5* CGCGCGGCGGTACCTCAAATGCAAATGTTGCATCTGATGTTG 3' 
pour amplifier le gene HA. Le fragment PGR ainsi obtenu a 6te ligature dans le vecteur 
pCRII (inVitrogen, San Diego, CA) pour donner le plasmide pJTOOL La sequence du 
gene ElV HA souche Kentucky 1/94 clone dans le plasmide pJTOOl n'est pas differente 
de la sequence du gene ElV HA souche Kentucky 1/94 cisponible dans la base de 
donnees GenBank (Numero d'accession L39914. incorpore par reference). 

Le plasmide pJTOOl contenant le gdne HA (Kentucky 1/94) a ete digere par 
Nrul et Asp718 pour isoler un fragment Nrul-Asp718 de 1800 pb (contenant la fin du 
promoteur H6 et le gene HA Kentucky 1/94 dans sa totality). Ce fragment a ete ligature 
avec le plasmide donneur C5 HC5LSP28. pr^alablement dig6r6 par Nrul et Asp718, 
pour donner finalement le plasmide pJTOOS. Ce plasmide contient la cassette 
d-expression H6-gene HA Kentucky 1/94 dans le locus C5 du virus ALVAC. La structure 
de ce plasmide a ete verifiee par sequengage et carte de restriction complete. 

Ce plasmide est le plasmide donneur pour l'ins«tion de la cassette d'expression 
H6-gene HA Kentucky 1/94 dans le locus C5. 

Apres linearisation par Notl. le plasmide pJTOOS a 6te utilise comme plasmide 
donneur pour la recombinalson in vitm (Piccini et al. Methods In Enzymology. 1987. 
153. 545-563) avec le virus ALVAC pour generer le virus recombine designe vCP1529. 

Exemple 5 : Generation du virus recombine vCP1533 (ALVAC/EiV HA 
Newmarket 2/93) 

L'ARN viral du genome du yinjs de la grippe equine souche Newmarket 2/93 
(Daly et al. J. Gen. Virol. 1996. 77. 661-671). a §te extrait a partir de 100 mI d'une 
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suspension virale de ce vims avec le kit tfextraction "Total RNA Separator klf de 
CLONTTECH (Cat#K1042-)). Le culot d'ARN a ete repris dsns 10 pi d'eau ultrapure et 
une reaction RT-PCR a ete realisee en prenant comme matrice 2 pi d'ARN viral purifie 
et les oligonucleotides suivants : 
CCL007 (SEQ ID N*5) (40 mer) 

5' TTGTCGACTCAATCATGAAGACAACCATTATTTTGATACT 3' 
et CCL0018 (SEQ ID H'6) (34 mer) 

5' TTGGATCCTTACTCAAATGCAAATGTTGCAYCTG 3' 

pour amplifier le gene HA. Le fragment PGR ainsi obtenu a et6 llgatur§ dans le vecteur 
pCRII (InVrtrogen, San Diego, CA) pour donner le plasmide pCCL026. La sequence du 
gene HA (souche ElV Newmark^ 2/93) est presentee dans la figure N'1 (SEQ ID N*7). 

Le plasmide pCCL026 contenant le gene HA (souche Newmarket 2/93) a ete 
digere par Spel et Accl. Les oligonucleotides suivants : 
TAY99N (SEQ ID N»8) (74 mer) 

5'CTAGTTCGCGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGAAGACAACCATTATTTTG 
ATACTACTGACCCATTGGGT 3' 

et TAY100N (SEQ ID N°9) (72 mer) 

5'AGACCCAATGGGTCAGTAGTATCAAAATAATGGTTGTCTTCATTACGATACAAA 
CTTAACGGATATCGCGAA 3' 

ont ete apparies et ligatures avec le plasmide pCCL026 digere par Spel+AccI pour 
donner le plasmide pJT003. L'oligonucleotide double brin TAY99N/rAY100N contient 
la region 3' du promoteur H6 jusqu'au site Nrul et les 40 premieres bases codantes du 
gene HA. 

Le plasmide JT003 a 6te digere par Nml et Xhol pour isoler un firagment Nrul- 
Xhol d'environ 1800 pb contenant la fin du promoteur H6 et le gene HA dans sa totalite. 
Ce fragment a 6te ligatur§ avec le plasmide donneur C5 HC5LSP28, prealablement 
digere par Nul et Xhol, pour donner finalement le plasmide pJT004. Ce plasmide 
contient la cassette d'expression H6-gene HA Newmarket 2/93 dans le locus C5 du 
vims ALVAC. La stmcture de ce plasmide a ete verifiee par sequengage et carte de 
restriction complete. 

Ce plasmide est le plasmide donneur pour I'insertwn de la cassette d'expression 
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H6-gene HA Newmarket 2/93 dans le locus C5. 

Apres linearisation par Pvul, le plasmide pJT004 a ete utilise comme plasmide 
donneur pour la recombinaison in vitro (Piccini et al. Methods in Enzymology. 1987. 
153. 545-563) avec le virus ALVAC pour generer le virus recombine designe vCP1533. 

Exemple 6 : G6n6ration du vims recombind vCP132 (ALVAC/EHV-1 
gB^'gC-i'gD) 

La construction du virus recombin§ est d6crite dans les exempies 25 et 26 de 
la demande WO-A-92/15672. Ce vims a ete genere par recombinaison in vitro entre 
le virus ALVAC et le plasmide donneur pJCA049. Ce plasmide contient les 3 cassettes 
d'expression suivantes donees dans le site d'insertion C3 : 
promoteur vaccine l3L-gene EHV-1 gB 
promoteur vaccine H6-g6ne EHV-1 gC 
promoteur entomopox 42K-g6ne EHV-1 gD 

Les sequences des genes EHV-1 gB, gC et gD sont decrites dans la demande 
WO-A-92/15672 aux figures N"* 2 (sequence du g§ne EHV-1 gp13 = gC), N"6 
(sequence du gene EHV-1 gp14 = gB) et N"'12 (sequence des g^es EHV-1 gD, gp63 
etgE). 

Exemple 7 : Generation du virus Feconibin6 vCP243 (ALVAC/FHV-1 
gB+gC-^gD) 

La sequence du g&ne FHV-1 gB (souche CO) est presentee a la figure N»34 de 
la demande WO-A-90/12882. 

Legene FHV-1 gC (souche CO)(sequence presentee a la figure N''2) (SEQ ID 
N'10) a ete clone a partir du fragment EcoRI F (7,6 kpb). I! a une taille de 1599 pb et 
code pour une proteine de 533 acides amines. 

Le gene FHV-1 gD (souche CO)(sequence presentee a la figure N°28 de la 
demande WO-A-92/15672) a ete clone h partir du fragment EcoRI M (4,4 kpb) 
(plasmide pFHVEcoRIM). 

Construction de la cassette d'expression l3L-g6ne FHV-1 gB mut§ au 
niveau des signaux d'arret pr^coce de transcription (I II I INT). 
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Les oligonucleotides suivants : 
MP287 (SEQ ID N"! 1) (20 mer) 
5' GATTAAACCTAAATAATTGT 3' 
et JCA158 (SEQ ID N'12) (21 mer) 

5- TTTTTCTAGACTGCAGCCCGGGACATCATGCAGTGGTTAAAC 3' 

ont ete utilises pour une amplification PGR avec la matrice d'un plasmide contenant le 

promoteur vaccine I3L (Riviere et al. J. Virol. 1992. 66. 3424-3434, incorpore par 

r§f6rence) pour g§n§rer un fragment Xbal-bout franc de 120 pb (contenant le 

promoteur vaccine I3L) = fragment A. Les oligonucleotides suivants ; 

JCA213 (SEQ ID N'lS) (18 mer) 

5* GGGTTTCAGAGGCAGTTC 3' 

et JCA238 (SEQ ID N'14) (21 mer) 

5* ATGTCCACTCGTGGCGATCTT 3' 

ont ete utilises pour gen§rer par PGR a partir de la matrice du plasmide pJCAOOl un 
fragment tx>ut franc-BamHI de 720 pb (contenant la partie 5* du gene FHV-1 gB) = 
fragment B. 

Le fragment A a 6te digere par Xbal, puis phosptvaryle. Le fragment B a 6te 
digere par BamHI. puis phosphoryle. Les fragments A et B ont ensuite ete ligatures 
ensemble avec le vecteur pBluescript SK+, prdalablement digdri par Xbal et BamHI, 
pour donner le plasmide pJCA075. 

Les oligonuci^ides suivants : 
JGA158 (SEQ ID N'lS) et JGA21 1 (SEQ ID N'lS) (21 mer): 
5" GTGGACAGATATAGAAAGTGG 3* 

ont §te utilises pour g6nerer par PGR a partir de la matrice du plasmide pJGA075 un 
fragment Xbal-bout franc de 510 pb (contenant le promoteur I3L fusionne a la partie 
5' du gene FHV-1 gB mutee au niveau du signal I 1 1 I INT) = fragment C. 

Les oligonucleotides suivants : 
JGA212 (SEQ ID N*17) (21 mer) 
5' CAGCTTGAGGATCTACTGTGG 3' 
et JCA213 (SEQ ID N»13) (18 mer) 

ont ete utilises pour g6n6rer par PGR a partir de la matrice du plasmide pJGAOOl un 
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fragment bout franc-BamHI de 330 pb (contenant ia partie centrale du gene FHV-1 gB) 
= fragment D, 

Le fragment C a ete digere par Xbal, puis phosphoryle. Le fragment D a ete 
digere par BamHI, puis phosphoryl6. Les firagments C el D ont aiors ete ligatures 
ensemble avec le vedeur pBluescript SK+. prealablement digere par Xbal et BamHI, 
pour donner le plasmide pJCA076. 

Les oligonucleotides suivants : 
JCA239 (SEQ ID N»18) (24 mer) 
5' ACGCATGATGACAAGATTATTATC 3' 
et JCA249 (SEQ ID N«19) (18 mer) 
5' CTGTGGAATTCGCAATGC 3' 

ont ete utilises pour generer par PGR a partir de la matrice du plasmide pJCAOOlun 
fragment EcoRI-bout franc de 695 pb (contenant la premiere partie 3' du gene FHV1 
gB) = fragment E. Les oligonucleotides suivants : 
JCA221 (SEQ ID N'20) (48 mer) 

5' AAAACTGCAGCCCGGGAAGCTTACAAAAATTAGATTTGTTTCAGTATC 3' 
et JCA247 (SEQ ID N'21 ) (36 mer) 

5' GGTATGGCAAATTTCTTTCAGGGACTCGGGGATGTG 3' 
ont ete utilises pour generer par PGR a partir de la matrice du plasmide pJCAOQI un 
fragment bout franc-PstI de 560 pb (contenant la seconde partie 3' du gene FHV-1 gB 
mutee au niveau du signal 1 1 1 1 I NT) = fragment F. 

Le fragment E a ete dig^ par EcoRI, puis phosphoryle. Le fragment F a §te 
digere par PstI, puis phosphoryte. Les fragments E et F ont alors §te ligatures 
ensemble avec levecteurplBI24 (International Biotechnologies Inc., New Haven, CT), 
prtelablement digere par EcoRI et PstI, pour donner le plasmide pJCA077 (contenant 
la cassette promoteur vaccine l3L-gene FHV-1 B). 

Construction de la cassette d'expression 42K-FHV-1 gO 

Les oligonucleotides suivants : 
RG286 (SEQ ID N"'22) (17 mer) 
5' TTTATATTGTAATTATA 3' 
et M13F (SEQ ID N-23)(17 mer) 
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5' GTAAAACGACGGCCAGT 3' 

ont ete utilises pour generer par PGR a partir de la matrice du plasmide contenant le 
promoteur Entomopoxvirus AmEPV 42K (decrit dans I'exemple 21 du brevet US-A- 
5.505.941) un fragment EcoRI-bout franc de 130 pb (contenant le promoteur 
entomopox 42K) = fragment A. Les oligonucleotides suivants : 
JCA234 (SEQ ID N"24) (21 mer) 
5* ATGATGACACGTCTACATTTT 3" 
et JCA235 (SEQ ID N»25) (21 mer) 
5" TGTTACATAACGTACTTCAGC 3" 

ont ete utilises pour generer par PGR a partir de la matrice du plasmide pFHVEcoRIM 
un fragment bout firano-BamHI de 185 pb (contenant la partie 5" du gene FHV-1 gD) = 
fragment B. Le fragment A a ete digere par EcoRI, puis phosphoryle. Le fragment B a 
ete digere par BamHI, puis phosphoryle. Les fragments A et B ont alors ete ligatures 
ensemble avec le vecteurpBluescript SK+, prealablement digere par EcoRI et BamHI, 
pour donner le plasmide pJCA078. 

Le plasmide pFHVEcoRIM (voir plus haut) a ete digere par BamHI et Xhol pour 
isoler le fragment BamHI-Xhol de 1270 pb (contenant la partie 3' du gene FHV-I gD). 
Ge fragment a ete alors ligature avec le vecteur plBI24, prealablement digdrS par 
BamHI et Xhol, pour donner le plasmide pJCA072. Les oligonucltetides suivants : 
JCA242 (SEQ ID N"26) (18 mer) 
5* GAGGATTCGAAACGGTCC 3' 
• et JCA237 (SEQ ID N''27) (53 mer) 

S-AATrTTCTCGAGAAGCTTGTTAACAAAAATCATTAAGGATGGTAGATTGCATGS' 
ont etS utilises pour generer par PGR S partir de la matrice pFHVEcoRIM un fragment 
Xbal-Xhol de 290 pb. Ce firagment a et§ digere par Xbal et Xhol = fragment G 
(contenant la fin du gdne FHV-1 gD). 

Le plasmide pJCA072 a §te digere par Xbal et Xhol pour isoler le firagment Xbal- 
Xhol de 3575 pb (vecteur plBI24 + debut de la partie 3' du gene FHV-1 gD) = fragment 
D. Les fragments G et D ont alors ete ligatures ensemble pour donner le plasmide 
PJGA073. 

Le plasmide pJCA073 a ete digere par BamHI et Xhol pour isoler le fragment 
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BamHI-Xhol de 960 pb (contenant la partie 3' du gdne FHV-1 gD) = fragment A. Le 
plasmide pJCA078 a digSre par Hpal et BamHI pour isoler le fragment Hpal-BamHI 
de 310 pb (contenant le promoteur 42Kfusionne d la partie 5' du gene FHV-1 gD) = 
fragment B. Les fragments A et B ont etd ligatures ensemble avec le vecteur 
pBluescrlpt SK+. prealablement digere par EcoRV et Xhol. pour donner le plasmide 
pJCAOeO (contenant la cassette promoteur 42K-gene FH'y-l gD). 

Construction de la cassette H6-FHV-1 gC 
L'ADN genomique du vims FHV-1 (souche CO) a ete digere par EcoRI et le fragment 
EcoRI F d'environ 7500 pb a ete clone dans pBluescript SK+ pour donner le plasmide 
pFHVEcoRIF. Les oligonucleotides suivants : 
JCA274 SEQ ID N»28)(55 mer) 

S-CATTATCGCGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGAGACGATATAGGATGGGAC 
3' 

et JCA275 (SEQ ID N''29)(18 mer) 
5' ACTATTTTCAATACTGAC 3' 

ont 6td utilises pour g6n§rer par PCR i partir de la matrice pFHVEcoRIF un fragment 
qui a dte dig6r§ par Nml et Sail pour donner un firagment Nrul-Sall de 107 pb 
(contenant la partie 3' du promoteur vaccine H6 fusionnee S la partie 5* du g^e FHV-1 
gC) = firagment A. 

Les oligonucleotides suivants : 
JCA276 (SEQ ID N'30) (18 mer) 
5* AAATGTGTACCACGGGAC 3" 
et JCA277 (SEQ ID N'31) (54 mer) 

S-AAGAAGCTTCTGCAGAATTCGITAACAAAAATCATTATAATCGCCGGGGATGAG 
3' 

ont ete utilises pour gen^rer par PCR k partir de la matrice pFHVEcoRIF un fragment 
qui a ete digere par EcoRV et Hindlll pour donner un fragment EcoRV-Hindlll de 370 
pb (contenant la partie 3' du gene FHV-1 gC et les sites Hpal-EcoRI-Pstl-Hindlll) = 
fragment B. 

Le plasmide pJCAQ20 (voir plus haut) a ete digere par Nml et Hindlll pour isoler 
le fragment Hindlll-Nml (contenant la partie 5' du promoteur vacdne H6) = firagment 
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C. Le plasmide pFHVEcoRIF a ete digere par BamHI et EccRV pour isoler ie fragment 
BamHI-EcoRV de 580 pb (contenant la partie centrale du gene FHV-1 gC) = fragment 

D. Les fragments A et C qnt ete ligatures ensemble avec le vecteur pBluescript SK+, 
prealablement digere par Hindlll et Sail pour donner le plasmide pJCA097. Les 
fragments 8 et D ont ete ligatures ensemble avec le vecteur pBluescript SK+. 
prealablement digere par BamHI et Hindlll, pour donner le plasmide pJCA099. 

Le plasmide pJC097 a et§ digere par PstI et Sail pour isoler le fragment PsM-Sall 
de 200 pb (contenant la cassette H6-partie 5* de gC) = firagment E. Le plasmide 
pFHVIEcoRIF a 6t6 digere par BamHI et Sail pour Isoler le fragment Sall-BamHI de 
600 p (2eme partie centrale de FHV-1 gC) = firagment F. Les fragments E et F ont alors 
ete ligatures ensemble avec le vecteur pBluescript SK+, prealablement diger6 par 
BamHI et Pstl. pour donner le plasmide pJCA098. Le plasmide pJCA098 a ensuite §te 
digere par EcoRI et BamHI pour isoler le firagment EcoRI-BamHI de 820 pb (contenant 
la cassette H6-partie 5' de FHV-1 gC) = firagment G. Le plasmide pJCA099 (voir plus 
haut) a ete digere par BamHI et Hindlll pour isoler le fragment BamHI-Hindlll de 960 
pb (contenant la partie 3' du gene FHV-1 gC) = fragment H. Les figments G et H ont 
alors et6 ligatures ensemble avec le vecteur pBluescript SK+. pr^lablement dig6re par 
EcoRV et Hindlll, pour donner le plasmide pJCAlOO (contenant ia cassette 
d'expression promoteur vaccine H6-gene FHV-1 gC). 

Le plasmide pJCAlOO a ete digere par Nrul et EcoRI pour isoler le fragment 
Nml-EcoRI de 1650 pb contenant la partie 3' du promoteur H6 fusionnee au gene FHV- 
1 gC. Ce firagmaif a ete ligature avec le plasmide pJCA053 (cassette VQH6-IBV M 
dans le vecteur pBluescript SK+). prealablement dlg^ par Nml et EcoRI, pour donner 
le plasmide pJCAIOS (contenant la cassette VQH6-gC dans pBluescript SK+). Le 
plasmide pJCA079 (voir plus haut) a ete digere par Smal et BamHI pour isoler le 
firagment BamHI-Smal de 840 pb (contenant la cassette l3L-partie 5' du gene FHV-1 
gB) = firagment A. Le plasmide pJCA079 a egalement ete digere par BamHI et Hindlll 
pour isoler le firagment BamHI-Hindlll de 2155 pb (contenant la partie 3' du gene FHV-1 
gB) = firagment B. Le plasmide pJCAIOS (voir plus haut) a 6te digere par Hindlll et 
EcoRI pour isoler le fragment Hindlll-EcoRI de 1830 pb (contenant la cassette VQH6- 
FHV-1 gC) = firagment C. Le plasmide pJCA080 (voir plus haut) a ete digere par EcoRI 
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et Xhol pour isoler le fragment EcoRI-Xhol de 1275 pb (contenant la cassette 42K-g6ne 
FHV-1 gD) = fragment D. Les fragments A. B. C et D ont alors 6te ligatures ensemble 
avec le plasmlde donneur pC6L pour donner le plasmlde pJCA109. 

Ce plasmide contient les cassettes d'expression H6-gene FHV-1 gC. l3L-gene 
FHV-1 gB et 42K-g6ne FHV-1 gD dans le locus C6 du virus ALVAC. La structure de ce 
plasmide a §t6 v6rifiee par siquengage et carte de restriction complete. 

Ce plasmide est le plasmide donneur pour Hnsertion des cassettes d'expression 
H6-gene FHV-1 gC. l3L-gene FHV-1 gB et 42K-gene FH^'-1 gD dans le locus 06 du 
vims ALVAC. 

Apr&s linearisation par NotI, le plasmide pJCA109 a ete utilise comma plasmide 
donneur pour la recombinaison in vitro (Piccini et al. Methods in Enzymology. 1987. 
153. 545^) avec le virus ALVAC pour generer le virus recombine designe vCP243. 

ExempleS : Adjuvant 

Le carbomere utilise dans les vaccins confbmies d la presente invention est le 
Carbopol® 974P fabrique par la societe BF Goodrich (PM environ 3 millions). 

On prepare tout d'abord une solution m^re a 1,5 % P/V de Carbopol© 974P 
dans de I'eau distill^e contenant du chlorure de sodium d 1 g/l. 

Cette solution m6re est ensuite utllis§e pour la fabrication d'une solution de 
Carbopol® en eau physiologique d 4 mg/ml. La solution m6fB est verete dans la totalite 
de I'eau physiologique (ou 6ventuellement dans la majority de celle-ci) en 1 fois ou 
6ventuellement en plusieurs fbis avec i chaque fois I'ajustement du pH k i'alde de 
NaOH (par exemple 1 N ou plus concentr§) d une valeur d'environ 7.3 a 7,4. 

On obtient alors une solution de Carbopol® prete a I'emploi qui poun-a etre 
utilisSe par I'utilisateur final pour reprendre un vaccin recombinant lyophilise. 

Exemple 9 : Vaccination des chevaux k i'aide du vecteur canarypox 
recombinant vPCI 32 (voir exemple 6) exprimant les glycoprot^ines gB, gC et gD 
de I'herpes virus equin de type I (EHV-1). 

1, ProtOCOle d'immunisation et ^preuva • 

20 poneys (Welsh mountain ponies) ne presentant pas de signes serologiques 
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traduisant une exposition recente a EHV-1 et EHV-4 ont ete repartis au hasart en 4 
groupes (A a D) de 5 poneys. 

Les groupes A et B ont etd vaccinas avec le canarypox recombinant vCP132 
exprimant les glycoprotelnes gB, gC et gD de la souche Kentucky D de EHV-1. Le 
vacdn a repris dans de I'eau st^le (groupe A) ou dans une solution de carl)om6re 
4 mg/ml (groupe B) selon I'exemple 8. 

Le groupe C a ete vacdn6 avec un vacdn EHV entler Inactiv6 du commerce 
contenant, sous un volume de dose de 1,5 ml, des valences EHV-1 et EHV-4 
inactivees et 6 mg de cathomere. 

Le groupe D est le groupe temoin dans lequel les animaux ont ete vaccines avec 
un vims canarypox recombinant vCP1502 exprimant la glycoproteine HA du virus 
Influenza A/equi-1/Prague56 (voir exemple 3) repris dans du carbomere dans les 
memes conditions que pour le groupe B. 



Les vaccins sont decrits en detail dans le tableau I : 



Groupes 


Vaccins 


Antigdnes 


Diluent/ 
Adjuvant 


Dose (1 ml) 


A 


VCP132 


EHV-1 


Eau sterile 


10"*TCIDso 


B 


VCP132 


EHV-1 


Carbopol <g> 
974P 


io»*rciDso 


C 


vaccin du 
commerce 


EHV-1 
EHV-4 


Carbopol® 


lO^-'TCIDSO 

avant 
inactivation 

EHV-1 
lO^-'TCIDSO 

avant 
inactivation 

EHV-4 


D 


VCP1502 


HA-Prague56 


Carbopol® 
974P 


lO^TCIDgo 
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Chaque animal a re^u 1 dose du vacdn correspondant a JO et J35 par injection 
intramusculaire profonde dans le cou. 

A J 56, les poneys ont ete eprouv^s par instillation intra-nasale de 10* TCID50 
de la souche Ab4/8 de EHV-1 . 

2. Tests seroloaiques : 

On a r§alis§ des tests de neutralisation SN selon la technique decrite dans 
Thompson et al.. Equine Vet. J.. 8. 58-65, 1976. Le virus EHV-1 (RACH) a 6te utilise 
comme antigene. 

Les titres SN sont exprim^s comme I'inerse de la dilution de simm donnant 
50 % de neutralisation (logto). 

3. Suivi virolQQique 

L'expression de vinjs a ete suivie quotidiennement sur 10 jours par 
ecouvillonnages nasopharynges que I'on a recolte dans du milieu de transport de vims. 
Les extraits d'ecouvillonnage ont ete titr6s sur des cellules de reins de lapins RK13 
dans des plaques de microtitration. Les titres ont ete calcules en utilisant la fomiule de 
Karljer exprimee en logm TCIDgo pour 1 ml. 

4. Resultats : 

Aucune reaction locale ou systemique significative n'a ete notee suite a ces 
vaccinations. 

Les reponses en anticorps seroneutralisanis SN (log 10 de la dilution entramant 
50 % de neutralisation) moyennes sont : 



Groupe 


titrea J.0 


titre a J.56 (avant epretve) 


A 


1.69 ±0,49 


1.93 ±0,15 


B 


1,69 ±0,47 


2,61 ±0,42 


C 


1.19 ±0.30 


2,47 ±0,32 


D 


1,57 ±0.45 


1,55 ±0,37 



On observe avec le vaccin vCP132 en carbomere une augmentation significative 
du titre en anticorps. 

La totalite des 5 poneys temoins excrete du virus par le nasopharynx. 
L'excr^tion virale chez ces poneys non vaccines a continue pendant une moyenne de 
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5 jours, avec un maximum d'excretion virale a 4 jours postHnfection. 

Tous les poneys des groupes A. C, D excretent du virus apres epreuve. Au 
contraire seuls deux poneys sur les 5 poneys du groupe B vaccines selon I'invention 
excretent du vims. En outre, la quantite de vims excrelee dans le groupe B est 
significativement inferieure a la quantite excrStee par les autres groupes y compris le 
gfoupe C. De meme, la dur§e d'e)aaietion chez les animaux du groupe B est tieaucoup 
plus courte que dans les autres groupes. 

On peut se reporter a la figure 1 et aux valeurs d'aire sous la courbes donnees 
d-apres, qui font apparaitre tres clairement la quasi-absence d'excretion virale chez 
les poneys vaccines par le vCP132 en presence de carbomere. Le resultat est tr6s 
significatif si on le compare en particulier au vaccin commercial. On constate une 
reduction significative de I'excretion virale chez les animaux du groupe B par rapport 
aux temoins, alors qu'il n'est pas constate de difference significative entre les animaux 
du groupe C et les temoins. Cette reduction d'un degr§ remarquable et inattendu de 
I'excretion de vims est particulierement interessante pour ses implications tres 
favorables sur la limitation de la transmission du vims de cheval a cheval. 

Vims total par poney (aire sous la courbe) : 



A: 


17,1 


B: 


3.0 


C: 


9.7 


D: 


16,3 



Exemple 10 : vaccination de chevaux h I'aide du vecteur canarypox 
VCP1533 (voir exemple 5) recombinant exprimant ia glycoproteine HA du virus 
influenza A/equi-2/Newmarfcet^2/93 en presence de carbomere : 

1. ProtocQie d'iq imunisation et epreuve • 

20 poneys (Welsch mountain ponies), de 7 ^ 8 mois d'age. ne presentant pas 
d'anticorps detectables centre les virus H3N8 et H7N7, mesures par le test SRH (pour 
single radial hemolysis ou hemolyse radiale simple), ont ete utilises dans cette etude. 
Le statut negatif des animaux pennet d'etudler dans les meilleures conditions 
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refficacite des differents vacdns en termes de reponse humorale. Les poneys ont ete 
repartis au hasard en 4 groupes (A ^ D) de 5 ^ 6 poneys. 

Les poneys du groupe A ont ete vaccines a I'aide d'un canarypox recombinant 
(VCP1533) exprimant la glycoproteine HA du virus influenza A/equi-2/Nevwnarket/2/93. 
Ce vacdn a ^e repris dans une solution contenant 4 mg/ml de carbomere, carbopoK© 
974P. 

Le groupe B a ete vaccine avec un vaccin comrr.ercial contenant. sous un 
volume de dose de 1.5 ml, un melange de 3 souches inactivees d'Influenza a savoir 
Prague/56, Suffblk/89 et Miaml/63. de I'anatoxine tetanique, ainsi que du carbomere 
(4 mg) et de rhydro)yde d'aluminium (2,2 mg) comme adjuvants. 

Le groupe C a ete vaccine a I'aide d'un vaccin C comprenant 2 valences 
inactivees Influenza d savoir Prague/56, Newmarket/2/93, ainsi que de I'anatoxine 
tetanique, dans de I'hydroxyde d'aluminium. 

Le groupe D a ete vaccine a I'aide d'un vecteur canarypox recombinant vCP132 
vu d-dessus et reconstitue avec une solution contenant 4 mg/ml de carbomere 974P. 
Ce dernier groupe a servi de temoin pour I'epreuve. 
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Les vaccins sont decrits en details dans le tableau II : 



Groupes 


Vacx:ins 


Antigenes 


Diluent/ 
Adjuvant 


Dose (1 
ml) 


A 


VCP1533 


HA-Newmarket/2/93 


Carbopol® 
974P 


lO^^TCIDirn 


B 


Vaccin du 
commerce 


Prague/56 ; 
Suffolk/89 

Miami/63 ; anatoxine 
tetanique 


Carbopol® 
AI(0H)3 


ISpgHA 
de cheque 
fiouche 


C 


Vaccin C 


Prague/56 ; 
Newmarket/2/93 
anatoxine tetanique 


AI(0H)3 


15ugHA 
de chaque 
souche 


D 


VCP132 


gB. gC, gD - EHV-1 


Carbopol® 
974P 


lO^^CIDso 



2 doses de 1 ml de chaque vaccin ont dtd adminlstr§es i chaque animal a 5 
semaines d'Intervalle par injection intramusculaire profonde dans te ecu. 

2 semaines aprte la deuxidme vaccination, chaque poney a ete infecte par 
exposition i un aerosol provenant d'environ 20 ml de fluide allantoidien pour un total 
de 10^^ EIDsode virus influenza A-equi-2/Sussex/89, en uiilisant un nebulisateur de 
module ULTRA 2000 (De Villbiss. Somerset PA) comme decrit par Mumford et al, 
Equine Vet, J., 22 : 93-98. 1990. 

2. Test seroloQique : 

Des ichantillons de sang total ont etd collect§s aux jours suivants : 0 (le m&me 
jour que et avant la premiere vaccination), 7, 14, 35 (le mfeme jour que et avant la 
deuxidme vaccination), 49 (le mdme jour que et avant I'^preuve), 56 et 63. 

Le s6aim a ^ prSpar§ et stock6 et conserve par congelation i - 20* C jusqu'a 
son utilisation. Tous les scrums ont 6\& testes pour la presence d'anticorps SRH vis-d- 
vis de Influenza A/equi-1/Prague/56 et Influenza A/equi-2/Newwnarket/2/93 comme 
d6crlt par Wood et al. (J. Hyg., 90 : 371-384, 1983). 
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Les diametres des zones d'hemolyse ont ete mesures dans deux directions a 
angle droit en utilisant un lecteur automatique. La superficie des zones a 6te calculee 
et une augmentation de 50 % a ete consider6e comme significative. Les titres ont ete 
exprimes en mm^ d'hemolyse. 

3. Suivi viroloqique 

L'excr6tion virale a ete suivie quotidiennement sur 10 jours en recoltant des 
6couvillonnages nasopharyng6s dans un milieu de transport de vims. L'exsudat de 
chaque 6couvillonnage a diluS par dilutions de raison 10 dans du PBS a pH7,2 et 
0,1 ml de chaque dilution a ^6 inocute dans I'espace allantoTdien d'oeufe embryonnes 
de 10 jours rfage. Le titre viral (EID50 /ml) dans les extraits des ecouvillonnages a ete 
calcule a partir de I'activite hemagglutinante dans des liqtides allantoidiens recoltis 
apres 72 heures d'incubation des oeufs a 34 ° C. 

4. Resultats. 

II n'a pas ete constate de reaction locale ou systemique significative a la suite 
de la premiere vaccination a I'exception d'un cheval du groupe B. 

A noter que les souches Suffolk et Newmarket soni: semblables(Daly et al., J. 
Gen. Virol. 1996. 77. 661-671), ce qui rend parfaitement valable la comparaison avec 
le vaccin commercial dans les conditions de I'essal. 

Aucun des poneys n'avait d'anticorps SRH detectable centre Influenza A/equi- 
2/Newmarket/2/93 ou Influenza A/equi-1/Prague/56 au d6but de I'etude. Les r6sultats 
serologiques § 1 semaine apres la premiere vaccination ont montr6 qu'aucun des 
poneys n'avait ete prealablement infect6 par Influenza (pas d'effet rappel observable). 

2 semaines apres la premi^ vacdnab'on, aucun des poneys n'a developpe de 
rgponse en anticorps detectable contre Influenza A/equi-lfPrague/Se. En outre, ii n'y 
a pas eu d'anticorps SRH detectable contre Influenza A/equi-2/Ne>vmarket/93 chez 6 
animaux sur 6 vaccines avec vaccin C, chez 4 animaux sur 5 vaccines avec le vaccin 
du commerce B et dans le groupe tdmoin D. Au contraire, un titre en anticorps SRH 
tr§s fort a eti constats chez I'ensemble des 5 poneys vaccines avec le canarypox en 
presence de I'adjuvant cartjomere : moyenne 155,4 ± 32,9. Le tableau III suivant 
presente les resultats obtenus animal par animal en ce qui conceme les titres en 
anticorps SRH. 
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Tableau III R^sultats SRH (mm^) 



Poneys 


Groupe 


PRAGUE 
(JO. J7. J14) 


NEWMARKET 


JO J7 J14 


M26 


A 


0 


0 


0 


158.0 


M27 


A 


0 


0 


0 


104.2 


M28 


A 


0 


0 


0 


160.3 


M29 


A 


0 


0 


0 


196.4 


M30 


A 


0 


0 


0 


158.0 


M31 


B 


0 


0 


0 


0 


M32 


B 


0 


0 


0 


0 


IVI33 


B 


0 


0 


0 


0 


M34 


B 


0 


0 


0 


0 


M35 


B 


0 


0 


0 


81.2 


M36 


C 


0 


0 


0 


0 


M37 


C 


0 


0 


0 


trace 


M38 


C 


0 


0 


0 


0 


Msg 


C 


0 


0 


0 


0 


M40 


C 


0 


0 


0 


trace 


M41 


C 


0 


0 


0 


0 


M42 


D 


0 


0 


0 


0 


M43 


D 


0 


0 


0 


0 


M44 


D 


0 


0 


0 


0 


M45 


D 


0 


0 


0 


0 


M46 


D 


0 


0 


0 


0 



Le vacdn selon rinvention conduit a I'apparition d'un haut titre en anticorps des 
14 jours apres la premiere vaccination alors que, globalement, pour les vaccins B et 
C, la premiere vaccination n'entratne pas a cette date I'apparition d'anticorps a des 
niveaux detectables. L'obtention aussi pr6coce d'un tel titre est un resultat remarquable 
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et inattendu. jamais constate auparavant 
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Exemple 11 : Vaccination des chevaux k i'aide du vecteur canarypox 
VCP1502 (voir exemple 3) recombinant exprimant la glycoprotiine HA du virus 
influenza A/equi-l/Prague 56 en presence de carbomdre 

Les temoins de I'exemple 1, vaccines par vCP1502. ont aussi ete suivis sur le 
plan serolcgique. 

Le tableau IV sulvant montre les titres IHA (inhibition de rhemagglutination) 
obtenus chez les animaux immunises avec lO" pfu de vCP1 502 avec Carbopol® 974P 
a 0 (lere injection V1) et 35 (2eme injection V2) jours. 



Tableau IV 





titres anti-H7N7 IHA 


Poneys 


jour 0 (VI) 


jour 7 


jour 14 


jour 35 (V2) 


jour 56 


RM16 


0 


0 


128 


64 


128 


RM17 


0 


0 


32 


128 


256 


RM18 


0 


0 


16 


64 


512 


RM19 


0 


0 


32 


32 


256 


RM20 


0 


0 


128 


64 


128 



Comme dans I'exemple precedent, on constate que rinjection d'un canarypox 
-ElV (exprimant le gene HA du virus A equM/Prague) melange a du cartDomere pemnet 
I'obtention de titres IHA specifiques eleves des J14 aprds une vaccination. De manidre 
remarquable, ces titres eleves sont encore augmentes de maniere significative apres 
rappel pour atteindre un titre moyen tres elev6, rfun niveau jamais constate auparavant 
pour rantigene HA de vims ElV H7N7 sur chevaux non primo-stimules. 

Exemple 12 : application chez le chat 

Le virus recombine teste est un virus canarypox recombine exprimant les genes 
gB. gC et gD de Therpesvirus felin (Feline Herpesviais = FHV/). Ce vinjs recombine est 
identifie vCP243 (voir exemple 7). 



wo 99/44633 PCT/FR99/00453 

27 

Le protocole de vaccination/epreuve dans le models FHV est le suivant 



Groups 


Nombrede 

chats 


Vacdn 


Diluant / 
Adjuvant 


Dose 


A 


6 


VCP243 


eau 


10"pfu 


B 


6 


VCP243 


Carbopol® 
974P 


lO'-Spfu 


C 


6 


CORIFELIN® 




1 dose 
commerdale 


D (temoins) 


6 









Les chats sont vaccines a JO et J28 par voie sous-cutanee. 

Le vaccin CORIFELIN® est un vacdn FHV sous-unites commercialise par 
Merial, Lyon, France, comprenant au moins 200 unites IDR de fractions virales de FHV, 
25 pg d'antigfene purine de calicivirus felin, 0,1 mg du tliiomersal et de I'exdpient 
huileux QSP 1 ml. 

Lepreuve est etfectute a J49, par voie oronasale d'une souche d'epreuve FHV. 

Le suivi clinique est effectue pendant 14 jours apres epreuve en notant les 
signes cliniques (notation des signes diniques selon les regies de la Phamiacopee 
Europeenne). 

La protedion est appreciee apres d'epreuve sur les criteres suivants : 

- scores diniques moyens de chaque groupe, compares entre eux et au score clinique 
moyen du groupe temoin 

- niveau d'excretion viraie FHV apres epreuve (mesure de la charge virale dans des 
ecouvillohnages pharynges realises quotidiennement de JO a J10 apr§s epreuve) 

- titres anticorps neutralisants le vims FHV sur prises de sang a JO, J28, J49. J63. 

Pour tous ces criteres. les taux moyens de chaque groupe sont egalement 
compares entre eux et au taux moyen du groupe temoin. 

Exemple 13 : application chez le chien 

Le vims recombine teste est un vims canarypox recombine exprimant les genes 
HA et F du vims de la maladie de Can-e (Canine Distemper Vims, CDV). Ce vims 
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recombine est identifie vCP258 (voir exemple 2). 

Le protocole de vaccination/epreuve dans le models CDV est ie suivant 



Groupe 


Nombre de 
chiens 


Vaccin 


Diluant / 
Adjuvant 


Dose 


A 


6 


VCP258 


eau 


10^-^pfu 


B 


6 


VCP258 


carbopol® 
974P 


lO^^pfu 


C 


6 


EURICAN® 




1 dose 
commerdale 


D (temoins) 











Les chiens sont vaccines a JO et J28 par voie sous-cutanee. 

Le vaccin EURICAN® (CHPPI2) est un vaccin vivant commercialise par Merial. 
Lyon. France, line dose commerdale contient au minimum 10* pfu de la souche 
vaccinate CDV Onderstepoort. 

L'epreuve est effectuee d J56, par administration intracranienne d'une dilution 
au 1/10eme de la souche d'epreuve CDV 'Snyder-Hill" (lot prepare et foumi par 
rUSDA). Le suivi dinique est effectue pendant 21 jours apres §preuve en notant les 
signes diniques (notation des signes dinlques selon les regies de la Pharmacopee 
Europeenne). 

La protection est apprecie apres epreuve sur les cr teres suivants : 

- scores diniques moyens de cheque groupe. compares entre eux et au score clinlque 
moyen du groupe temoin 

- niveau de viremie CDV apres epreuve (mesure de la charge virale dans les 
lymphocytes k J56, J61. J63, J66, J70. J77) 

- titres anticorps neutrallsants le virus CDV i JO. J14, J28, J42, J56. J63, J77. 

Pour tous ces critdres, les taux moyens de chaque groupe sont 6galement 
compar6s entre eux et au taux moyen du groupe temoin. 
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REVENOICATIONS 

1 . Vacdn vivant recombinant comprenant un vecleur viral incorporant et 
exprimant in vivo une sequence nudeotidique heterologue, de preference un gene d'un 
agent pathogdne. et au molns un compose adjuvant choisi panni les polymdres de 
radde acrylique ou mithacrylique et les copolymeres d'anhydride maleique et de 
derive alcenyle. 

2. Vacdn selon la revendication 1, caraclerise en ce qu'il comprend comme 
compose adjuvant un polymere de I'adde acrylique ou m6thacrylique reticule par un 
ether polyalcenylique de sucre ou de polyalcool. 

3. Vacdn selon la revendication 2, caracterise en ce que le polymdre est reticule 
par un allyl saccharose ou par de I'allylpentaerythritol. 

4. Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend comme 
compose adjuvant un copolymere d'anhydride maleique et d'ethyl^ne reticule, par 
exemple par du divinylether. 

5. Vaccin selon I'une quelconque des revendlcatlons 1^4. caracterise en ce 
que le compose adjuvant est pr6sent dans ie vaccin d raison de 0,01 % d 2 % PA/. 

6. Vaccin selon ia revendication 5, caradSrisS en ce que la concentration est de 
0,06 a 1 % en P/V. de preference de 0,1 S 0,6 % en PN. 

7. Vacdn selon I'une des revendicalions 1 k 6, caraderise en ce qu'il comprend 
un vedeur Incorporant et exprimant au moins un gene d'un herpesvirus animal. 

8. Vacdn selon la revendication 7, caraderise en ce que le g6ne provient d'un 
herpesvirus choisi dans le groupe consistant en herpes vinjs §quin EHV-1 et/ou EHV- 
4, herpfes. virus fSlin FHV, herpesvirus canin CHV, herpesvirus aviaire ILTV ou Marek, 
herpesvirus bovin BHV et herpesvirus porcin PRV. 

9. Vacdn selon I'une des revendications 1 a 6. caraderise en ce qu'il comprend 
un vedeur incorporant et exprimant au moins un gene d'un vims influenza. 

10. Vacdn selon la revendication 9. caraderise en ce que le vedeur incorpore 
exprime un gene d'un virus influenza choisi dans le groupe consistant en vims grippe 
equine, grippe aviaire et grippe porcine. 

11. Vacdn selon I'une des revendications 1 e 6, caraderise en ce qu'il 
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comprend un vedeur incorporant et exprimant au molns un g§ne d'un vims animal 
choisi dans le groupe consistant en virus de la leucemis feline FeLV. vims de ia 
maiadie de Can-e CDV, ou la toxine tetanique. 

1Z Vacdn selon I'une quelconque des revendications 1 a 1 1. caracterise en ce 
que le vecteur viral est choisi dans le groupe consistant en poxvims. adenovims, 
herpesvims. 

13. Vacdn selon la revendication 12, caracleris6 en ce que le poxvims est choisi 
dans le groupe consistant en vims de la vacdne. fowlpox. canarypox, pigeonpox. 
swinepox 

14. Vaccin selon I'une des revendications 1 a 6, caracteiise en ce qu'il 
comprend un canarypox incorporant et exprimant les genes gB. gC et gD du vims 
herpes equin EHV-I ou EHV-4. 

15. Vacdn selon I'une des revendications 1 a 6. caract6rise en ce qu'il 
comprend deux ou trois vecteurs canarypox comprenant chacun un gene HA du vims 
influenza equin, chaque gene HA provenant d'une souche differente. 

16. Vacdn selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'il 
comprend un vecteur canarypox comprenant deux ou trois genes HA de souches 
differentes de virus influenza equin. 

17. Vaccin selon I'une des revendications 1 i 6, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend un vecteur canarypox comprenant et exprimant les genes gB. gC et gD de 
I'herpesvims f§lin FHV. 

18. Vagxin selon I'une des revendications 1 d 6, caractdris§ en ce qu'il 
comprend un vecteur canarypox incorporant et exprimant les gdnes HA et F du vims 
de la maiadie de Can^ CDV. 

19. Utilisation d'un compose choisi parmi les polymeres de I'acide acrylique ou 
methacrylique et les copolym^res d'anhydride maleique et de derive alc§nyle, tel que 
defini dans I'une quelconque des revendications 1 a 6, pour la production d'un vaccin 
vivant recombine incorporant et exprimant in vivo une sequence nucleotidique 
heterologue. 

20. Ensemble de vacdnation comprenant, conditionnes separement, d'une part, 
sous fomie lyophylisee, un vaccin vivant recombinant ccmprenant un vecteur viral 
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incorporant et exprimant in vivo une sequence nucleotidique heterologue, de 
preference un gene d'un agent pathog^ne, et d'autre part une solution d'au moins un 
compose ac^uvant choisi parmi les polymeres de I'acide acryllque ou mSthacrylique et 
les copolymeres d'anhydride maleique et de derive alcenyle, tel que defini dans I'une 
queiconque des revendications 1^6. 
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1 ATGAAGACAA CCATTATTTT GATACTACTG ACCCATTGGG 
41 TCTACAGTCA AAACCCAACC AGTGGCAACA ACACAGCCAC 
81 ATTATGTCTG GGACACXIATG CAGTAGCAAA TGGAACATTG 
121 GTAAAAACAA TAACTGATGA CX:AAATrGAG GTGACAAATG 
161 CTACTOAATr AGTCXL\GAGC ATTTCAATAG GGAAAATATG 
201 CAACAACTCATATAGGGTTCTAGATGGAAG AAATTGCACA 
241 TTAATAGATG CAATGCTAGG AGAOrCCATTGTGATGATr 
281 TT CAGT ATGA GAATTGGGAC CTCITCATAG AAAGAAGCAG 
321 CGCnrCAGC AATTGCTACC CATATGACAT CCCTGACTAT 
361 GCATCGCTCC GGTCCATTGT AGCATCCTCA GGAACATTAG 
401 AATTCACAGC AGAGGGGTTC ACATGGACAG GTGTCACTCA 
441 A AACGGAAG A AGTGGAGCCT GCAAAAGGGG ATCAGCCGAT 
481 AGITIXJIITA GCXXJACTGAA TTGGCrAACA AAATCTGGAA 
521 AirCTTACCX: CATATTGAAT GTGACAATGC CTAACAATAA 
561 AAATITOGAT AAACTATACA TCTGGGGGAT TCATCACCCG 
601 AGCrCAAACA AAGAGCAGAC AAAATTATAT ATCCAAGAAT 
641 CAGGACGAGT AACAGTCTCA ACAGAAAGAA GTCAACAAAC 
681 AGTAATCCCr AACATCGGAT CTAGGCCGTG GGTCAGGGGT 
721 CAATCAGGCA GGATAAGCAT ATACTGGACX: ATTGTAAAAC 
761 CTGGAGATATTCTAATGATAAACAGTAATGGCAACrTAGT 
801 TGCACCGCGG GGATATnTA AATTGAGAAC AGGGAAAAGC 
841 TCTGTAATGA GATCAGATGC ACTCATAGAC ACITGTGTGT 
881 CTGAATGTAT TACACCAAAT GGAAGCATCX: CCAACGACAA 
921 ACCATTTCAA AATGTGAACA AAATTACATA TGGAAAATGC 
961 CCCAAGTATA TCAGGCAAAA CACTTTAAAG CTGGCCACrG 
1001 GGATGAGGAATGTACCAGAAAAGCAAATCAGAGGAATCrr 
1041 TGGAGCAATA GCGGGATTCA TAGAAAACGG CTGGGAAGGA 
1081 ATGGTTGATG GGTGGTATGG ATTCTGATAT CAAAACTCGG 
1 121 AAGGAACAGG ACAAGCTGCA GATCTAAAGA GCACTCAAGC 
1 161 AGCCATAGAC CAGATCAATG GAAAATTAAA CAGAGTGATT 
1201 GAAAGGACCA ATGAGAAATT CCATCAAATA GAAAAGGAAT 
1241 TCrCAGAAGT AGAAGGGAGA ATCCAGGATT TGGAGAAGTA 
1281 TGTAGAAGAC ACCAAAATAG ACCTATGCTTC CTACAATGCA 
1321 GAATTGCrGG TGGCTCTAGA AAATCAACAT ACAATTGACT 
1361 TAACAGATGC AGAAATGAAT AAATTATTCG AGAAGACTAG 
1401 GCGCCAGTTA AGAGAAAACG CGGAAGACAT GGGAGGTGGA 
1441 TGnrCAAGA TTTACCACAA ATGTCATAAT GCATGCATTG 
1481 GATCAATAAG AAATGGGACA TATGACCATT ACATATACAG 
1521 AGATGAAGCA TTAAACAACC GATTTCAAAT CAAAAGTCnT 
1561 GAGTTGAAAT CAGGCTACAA AGATTGGATA CTGIGGATTT 
1601 CATTCGCCAT ATCATGCITC TTAATTTGCG TrGTTCTATT 
1641 GGGTTTCATT ATGTGGGCIT GCCAAAAAGG CAACATCAGG 
1681 TGCAACATTT GCATTTGA 
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